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1. 서 론 
최근 재생의학(Regenerative Medicine)의 발전과 
더불어 줄기세포를 이용한 치유방법 개발에 관한 
연구가 활발히 진행되고 있다. 특히 배아 줄기세포 
(Embryonic stem cell)가 가지고 있는 면역학적 부조화, 
변이 암종의 형성, 윤리적 문제를 극복할 수 있는 
성체 줄기세포(Adult stem cell)를 이용한 연구가 
활발히 진행되고 있다. 자가 이식이 가능한 성체 
줄기세포는 면역의 문제가 적고, 골수나 뇌세포 등 
이미 성장한 신체 조직에서 추출한 세포를 이용하 
기 때문에 윤리적 논쟁이 적은 장점을 지니고 
있다. (1,2) 
재생의학에 있어서, 성체 줄기세포는 지방(Fat) 
조직, 근-골격 질환, 소화기계 및 비뇨기 질환 등 
다양한 분야로 응용될 수 있으며 이와 관련된 조직 
분화 연구가 활발히 진행되고 있다.(3) 성체 줄기세포 
중 특히 중간엽 줄기세포(Mesenchymal stem cell, 
MSC)는 다양한 자극(성장인자, 호르몬, 물리적 자극 
등)에 의해 연골(Cartilage), 골(Bone), 근육(Muscle) 
등의 근골격계 조직으로 분화가 가능하다.(4,5) 중간엽 
줄기세포를 이용한 인공 근골격계 조직재생에 
Key Words : Bioreactor(바이오리액터), Mechanical Stimulation(기계적 자극), Mesenchymal Stem 
Cell(중간엽줄기세포), Polyurethane Scaffold(PU지지체)  
초록 : 중간엽 줄기세포(MSCs)는 미분화 상태의 세포로써, 섬유아세포, 연골아세포, 골아세포 등으로 분화하여 
인체의 근골격계를 구성하며, 기계적 자극은 중간엽 줄기세포 분화를 결정하는 중요한 인자로 알려져 이다. 본 
연구에서는, 세포가 생존하기 위한 환경을 제공하고, 세포가 기계적 자극조건에 따라 분화할 수 있도록 하는 
바이오리엑터를 제안하엿다. 또한, 중간엽 줄기세포를 배양하기 위한 세포 지지체로써 PU(polyurethane)로 
제작된 지지체를 제안하였다. 세포 분화를 확인하기 위하여, 중간엽 줄기세포를 PU 지지체에 seeding한 후, 
바이오리엑터를 이용하여 기계적 자극에 의한 세포의 분화를 확인하였다. 
Abstract: It is well known that mesenchymal stem cell(MSCs) can be differentiated into fibroblasts, chondrocytes, and 
osteoblasts and that they develop into fibrous tissue, cartilage, or bone, as a result of mechanical stimulation. In this study, we 
developed a bioreactor system, which is composed of a reactor vessel that provides the required cell culture environment, an 
environment controlling chamber to control the media, a gas mixer, and a reactor motion control subsystem to apply 
mechanical stimuli to the cells. For the MSC culture, We used a poly-urethane (PU) scaffold, with a collagen coating to ensure 
improved cohesion ratio. Then, we transferred the cultivated MSCs in the PU scaffold, cultured the cells in the bioreactor 
system, and confirmed the proliferation, differentiation, and ossification processes, resulting from mechanical stimuli.  
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있어서 물리적 자극은 중요한 요소 중 하나이며, 
화학적 자극보다 물리적 자극이 줄기세포의 
배양속도 및 분화방향의 제어에 더욱 효과적이라는 
결과들이 나오고 있다.(6,7)  
줄기세포를 이용해 조직공학을 시행하기 위해서는 
조직의 구조를 유지하고 형성하기 위한 최적화된 
지지체(scaffold)와 특정 조직으로 분화하기 위한 
외부적 자극들이 필요하다. 현재 근골격계 
조직재생을 위해 이용되고 있는 지지체의 대부분은 
silk(ref)나 collagen 등의 천연물 소재나 PLGA, PLA 
등의 합성 중합체등을 이용한 예가 많았으며,(8) 
지지체 자체의 구조를 최적화하여 연구되기 보다는 
소재의 변이에 따른 연구가 주를 이루고 있는 
실정이다. 본 연구에서는 Pellethane Theromoplastic 
Polyurethane Elastomer를 이용한 다공성 구조 지지체 
를 제작하였다. Pellethane은 열가소성 탄성소재로 
마모에 강하며, 높은 인장강도, 화학적 안정성, 가격 
등의 여러 장점이 있는 소재이다. 이러한 
Polyurethane(PU) 소재들은 현재 상업 또는 
실험용으로 널리 사용되고 있으며 특히, 높은 
혈액적합성과 탄성, 인장 등의 물리적 특성의 장점 
때문에 의료진단기나 치료기 또는 실험용으로 혈액 
또는 조직과 접촉하는 부분에서의 소재로 사용되고 
있다. 바이오 리액터(Bioreactor) 내 세포와의 융합거동 
과 다양한 조건(인장, 압축, 비틀림)의 기계적 
자극을 제공하기 위해 Polyurethane Elastomer Base의 
Pellethane은 적합한 소재이다.(9) 
세포 분화에 필요한 외부적 자극을 전달하는 
바이오 리액터는 정확한 변위제어를 하는 것이 
목표이다. Vunjak 등은 대류를 통해 세포가 지지체에 
전달되는 Spinner flask 바이오 리액터를 제작하였고,(10) 
유속에 의해 세포가 전달되는 방식으로 Unsworth 
등이Rotating-wavessels을 Jasmund 등은 Hollow-fiber 
바이오 리액터를 Wendt등은 Direct perfusion 바이오 
리액터를 각각 제작하였다.(11~13) 대류나 유속에 의한 
간접적인 자극을 가하는 바이오 리액터는 정확한 
변위제어를 할 수 없다는 한계가 있다. 세포에 
정확한 변위를 가하기 위해 langelier 등은 피스톤을 
이용하여 모터를 구동하였고,(14) Gregory 등은 
스텝모터를 사용하여 다양한 기계적 자극에 의한 
중간엽 줄기세포의 분화 경향을 살펴보았다.(15) 앞선 
연구들은 여전히 미세한 변위제어에 문제가 있으며 
다양한 기계적 자극을 주는 데에도 한계가 있다. 
또한 줄기 세포 배양에 따른 무균 환경 조성 또한 
제공되고 있지 않아 두 가지를 모두 충족시켜주는 
바이오 리액터의 개발이 시급한 실정이다. 따라서 
본 연구에서는 최적화된 배양환경을 제공하고, 
다양하고 정량적인 기계적 자극이 세포의 분화, 
증식에 다른 조직 재생에 미치는 영향을 분석할 수 
있는 바이오 리액터를 제작하였다. 또한, PU 
지지체를 제작하고 지지체에 기계적 자극을 통한 
중간엽 줄기세포에 가해진 영향을 살펴보았다. 
2. 바이오 리액터 시스템 
2.1 바이오 리액터 설계 및 제작 
인공 근골격계 조직 재생에 있어서 기계적 
자극의 수치적 정량화는 매우 중요한 연구 분야라 
할 수 있다. 이를 위하여 중간엽 줄기세포에 
다양한 기계적 자극을 주기 위한 바이오 리액터 
시스템을 개발하였다.   바이오 리액터 시스템은 
중간엽 줄기세포에 구현할 다양한 기계적 자극을 
생성하는 구동부, 세포 성장에 필요한 환경조건을 
제공하는 컨트롤러, 적합한 환경조건에서 세포가 
기계적 자극을 받아 분화하는 Chamber로 구성 
된다. Fig. 1은 본 연구에서 사용된 바이오 리액터 
시스템의 구성도 이다. 
바이오 리액터 시스템의 기계적 자극을 구현하는 
구동부에서는 인장, 압축 그리고 비틀림의 3가지의 
자극을 지지체에 작용하게 된다. 최대 1000N의 
하중을 가할 수 있는 서보 모터(Servo motor)와 볼 
스크류(Ball screw)를 이용하여 직선운동으로 바꾸어 
인장 및 압축의 자극을 제공하게 된다. 이러한 
직선운동에 대한 변위를 제어하기 위해 Linear 
Motion Guide와 Linear Motion guide actuator를 
이용하여 실시간 움직이는 변위를 지속적으로 
측정하며 Feedback을 통해 보다 정밀한 운동을 할 
수 있게 된다. 또한 비틀림 자극은 서보 모터와 
감속기(Harmonic drive)를 이용하여 각도제어를 하게 
되는데 이때 사용되는 서보 모터의 용량은 최대 
42N․ m 이다. 두 모터를 제어할 수 있는 
프로그램을 통해 세포 분화 실험에 필요한 다양한 
변위 및 각도를 제공하며, 이를 통해 다양한 실험을 
수행할 수 있게 된다.  
줄기세포를 분화시키기 위해 환경조건 또한 매우 
중요한 요소 중 하나이다. 이를 위해 영양분 
(Media)을 줄기세포에 제공하게 되는데 이를 일정한 
유량과 유속으로 Vessel에 보내기 위해 Peristaltic 
pump를 이용하게 된다. Media의 경우 O2, CO2, N2를 
포함하게 되는데 이를 위해 3종의 Gas를 하나의 
Gas로 혼합하여 Media에 용해시킨다. 또한 Vessel 
내의 온도를 인간 체온과 같은 온도인 37℃로 
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일정하게 유지하기 위해 Vessel을 이중벽으로 
구성하였고, 내부벽과 외부벽 사이에 Water bath를 
이용하여 37℃로 데워진 물을 순환시켜 Vessel 
내부의 온도를 유지시킨다. Vessel 내부의 기밀을 
유지하기 위해 Top anchor mount와 Bottom anchor 
mount를 구성하여 폴리우레탄 재질의 O-ring과 
접촉면의 마찰력을 줄임으로써 회전운동 시에 
사용이 용이한 Mechanical Seal을 이용하여 외부의 
오염을 차단하였다.  
Vessel 내부에서 줄기세포의 환경 조건을 측정하여 
사용자가 환경 조건을 실시간으로 확인하게 된다. 
이때 측정이 가능한 조건은 O2, CO2함유량과 
영양분의 pH농도, 온도 그리고 압력 등 다양한 
환경적 조건을 측정하게 됨으로써 사용자가 
실시간으로 피드백 할 수 있게 된다. 환경조건을 
유지 및 측정하기 위해 Wheaton사의 Automatic Cell 
Optimizer System을 사용하였다. Fig. 2는 본 연구에서 
사용된 바이오 리액터 모습이다. 
3. 세포 지지체 개발 
3.1 PU 지지체 제작 
실험을  위하여  제작된  지지체는  폴리우레탄  
 
Fig. 1 Schematic drawing of Operating Bioreactor System 
 
 
 
Fig. 2 Environmental system 
(PU, DOW Chemical com., USA) 필름에 용매를 
휘발시키는 방법을 사용하였다. 폴리우레탄을 
Tetrahydrofuran (THF, JUNSEI Chemical Ind., Ltd., 
Japan)에 넣은 후 24시간 동안 막대자석으로 
회전시켜 녹인다. 준비된 PU 용액(6% wt/vol)은 
유리배양접시에 부은 후 뚜껑을 덮고 3-4일 동안 
상온에서 서서히 유기용매를 휘발시켜 날리게 
된다. 휘발이 완료되면 유리배양접시로부터 주조가 
완료된 필름을 분리하여 잔류하는 유기용매 
제거를 위해 45°C에서 24시간 동안 진공상태로 
둔다. 그 후 균일한 크기와 형태를 갖는 PU 필름 
지지체를 만들기 위해 Fig. 3(b)의 특수 제작된 
장치를 이용하여 적당한 사이즈로 절단하였다. 
지지체에 일정한 stress를 가하기 위해서 균일한 
두께로 제작하였으며 morphology를 분석하기 
위해서 투명하게 제작하였다.  
3.2 PU 지지체 제1형 교원질 입힘 
세포 흡착성을 높이기 위해 PU 지지체를 3차 
증류수로 씻어주고, Ethylene oxide(EO) 가스멸균 후, 
200ml의 제1형 교원질 용액(Nitta gelatin, cell matrix 
type I-A collagen)을 PU 지지체 위에 입혔다. 무균 
작업대에서 자외선으로 3시간 동안 건조시키면서 
교원질 용액의 중합체 가교를 유도한 후, crystal 
violet(Sigma, St.Louis, MO, USA)으로 MSC의 흡착효과 
를 확인하였다. 확인결과, 교원질 용액을 입힌 
지지체에서 세포의 높은 흡착효과를 보이며 
세포외기질이 더 활동적으로 뻗어나가는 것을 
광학현미경 (Optical microscope, OM)을 통해 
보았다. (Fig. 4) 
 
  
        (a)                     (b) 
Fig. 3 (a) PU film, (b)PU film Device 
 
  
(a)                     (b) 
Fig. 4 OM ;(a) Non-coated PU, (b)Collagen coated PU 
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1 day          3 day           7 day 
 
Fig. 5 Contamination test 
 
 
Fig. 6 MTT assay 
 
4. 세포 배양 
4.1 실험에 사용한 세포 
본 실험은 척추관 협착증으로 외과적 수술을 
시행할 환자의 동의 하에 추출한 골수를 Ficoll을 
사용하여 MSC를 분리하였다. 분리된 MSC는 
DMEM-LG, 1% Antibiotic-antimyhotic(AA, Gibco-BRL, 
Grand Island, NY, USA), 10% Fetal bovine serum(FBS 
Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 사용하여 
37℃, 5%CO2, 95% O2 세포배양기에서 배양하였다. 
3일에 한번씩 배양액을 바꿔주고 배양용기에 
세포가 1x106이 되면 Trypsin/Ethylene- diamine tetra 
acid(EDTA)효소처리법으로 passage를 시행하였다. 
Passage 3에서 배양을 멈추고 DMEM-LG에50% 
FBS와10% Dimethy sulfoxide(DMSO, Sigma, St. Louis, 
MO, USA), 1% AA 를 섞어 -70℃에 보관하였다. 
4.2 오염 검사 
바이오 리액터 부품들을 세척제로 씻어낸 후, 
조립하여 EO가스멸균 후, 무균작업대에서 배양액을 
주입했다. 1일, 3일, 7일간 배양하여 각각의 배양액을 
lure-lock주사기를 이용하여 각각 1ml씩 수집하여 
Luria-Bertani(LB, Difco, Le PONT de Claix, France)를 
배지에 묻혀 scraper로 펼친 후, 박테리아 배양기에 
24시간 넣고 박테리아 군집의 형성 유무를 살펴본 
결과, 용기내부가 무균상태임을 확인하였다. (Fig. 5) 
4.3 기계적 자극 조건 
Cell seeding 6시간이 지난 후에 바이오 리액터 
 
 
Fig. 7(a) SEM; 0.5Hz, 5% tension, 6h/day 
 
 
 
Fig. 7(b) SEM; 0.5Hz, 10% tension, 6h/day  
 
 
Fig. 7(c) OEM; 0.5Hz, 10% tension, 6h/day for 4days 
 
vessel안에 장착한다. Frequency는 0.5Hz로(10800회/ 
6시간) 설정하였고 strain을 5%(2mm), 10%(4mm)씩 
6시간 동안과, 4일 기준 하루 6시간씩 10%(4mm) 
자극을 가해 주었다. PU지지체에 코팅된 세포의 
해리를 방지하면서 자극의 효과를 보기 위하여 
안정적 범위인 10% 인장자극과 0.5Hz frequency를 
설정하였다.(16~18) 대조군은 기계적 자극을 가하지 
않은 군(1. 단순히 vessel에서 기계적 자극을 주지 
않고 배양한 군. 2. 세포배양기에서 배양한 군)으로 
설정하였다. 
4.4 세포 관찰 
4.4.1 세포 독성 관찰  
세포독성 및 증식 검사를 수행하기 위해 PU 
지지체에 적정 수의 세포(1.0 x 105 /scaffold)를 
흡착시켰다. PBS로 MTT stock     용액 (5mg MTT(3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 
/ml)을 (MTT, Sigma, St. Louis, MO, USA) 미리 만들 
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Fig. 10 RT-PCR; 0.5Hz, 10% tension, 6h/day for 4days 
* Control (-): Non-mechanical strain in incubator 
Control (+): Non-mechanical strain in bioreactor  
Mechanical strain: Mechanical strain in bioreactor  
 
어 놓고 working 용액은 1:5 (MTT stock 용액: 
배양액)로 하여 사용하였다. 세포가 흡착된 PU 
지지체는 2시간 동안 37  CO℃ ℃배양기에 넣고 
반응을 시켰다. Media를 제거하고 DMSO 1:4 (working 
용액에 사용된 MTT: DMSO)을 처리하여 MTT를 
10분간 녹여 낸 후, 570nm의 파장에서 ELISA를 
시행하였다. 확인결과, 모든 조건에서 세포독성은 
관찰되지 않았다. (Fig. 6) 
4.4.2 세포 형태 관찰  
배양을 마친 후, 각각의 군들을 수집하여, D-PBS로 
충분히 배양액을 씻어낸 뒤, 고정액에 24시간 고정 
후 주사전자현미경(Scanning Electronic microscope, 
SEM)으로 세포형태학적으로 세포를 관찰하였다. 
기계적 자극을 받은 군은 그렇지 않은 군에 비해 
세포외기질의 뻗어나감이 기계적 자극을 받지 않은 
군에 비해 굵으며, 지지체의 간격이 보이지 않을 
정도로 세포들이 빽빽이 채워져 있었다. 또한 4일 
기준 하루에 6시간씩 자극을 준 군에서는 하루 
6시간만 자극을 가해준 군과는 달리 세포들의 
방향성을 볼 수 있었다. (Fig. 7) 
4.4.3 RT-PCR 
RNeasy mini kit(QIAGEN, GmbH, Hiden, Germany)를 
이용하여 총 RNA를 분리하고 총 RNA 1µg에 Oligo 
d(T)16 primer 2.5µM(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 
첨가하여 70℃에서 5분간 annealing 시킨 후, RT-
permix(Bioneer, 대전, 한국)를 이용하여 cDNA를 
합성하였다. PCR permix(Bioneer, 대전, 한국)을 
이용하여 뼈 형성 초기 인자들인 제 1형 교원질, dlx5, 
osterix 유전자 발현확인 결과 기계적 자극에 의한 
유전자 발현효과 차이를 알 수 없었다. (Fig. 8) 
5. 결 론 
중간엽 줄기세포를 이용한 인공 근골격계 
조직재생에 있어서 물리적 자극과 환경 조건은 
중요한 요소로 작용하며, 이를 위해서 중간엽 
줄기세포에 정량화된 다양한 기계적 자극을 주며 
환경조건을 유지하는 바이오리액터 시스템을 
개발하였다. 또한, 생체 친화성을 가지며 기계적 
자극에 의한 탄성을 가지는 PU지지체를 개발하고 
중간엽 줄기세포를 PU 지지체에 0.5Hz frequency에 
6시간동안 5%, 10%인장자극과, 4일 기준 1일6시간 
10%의 인장자극을 가해 기계적 자극에 의한 중간엽 
줄기세포의 영향을 살펴보았다. 실험에 앞서 
오염검사를 통해 바이오 리액터가 무균 상태임을 
확인하였다. 세포 독성 실험을 통해 기기적 
자극으로 인한 세포 사멸이 일어나지 않음을 확인할 
수 있었으며, 세포 형태 관찰에서 기계적 자극이 
가해진 세포에서 ECM의 분비가 기계적 자극이 
가해지지 않은 세포보다 더 활발하게 뻗어나가고 
있는 것을 알 수 있었다. 또한, 4일 기준, 하루에 
6시간 기계적 인장자극을 가해준 그룹에서는 세포의 
방향성까지 확인 할 수 있는데 더 오랜 자극으로 
인해 성체줄기세포가 세포 분열 후 증식을 위해 
일정 방향성을 갖는 것을 알 수 있었다. 본 
연구에서 의미 있는 골 형성 표현형의 발현이 
관찰되지 않았는데 이는 세포의 생물학적 반응을 
야기할만한 기계적 자극의 범위의 탐색이 용이한 
작업이 아님을 알 수 있다. 그러나 본 실험의 인장 
자극 및 frequency범위에서 세포 독성이 없음을 안 
것은 큰 수확이며 이에 근거하여 세포가 생존하며, 
좀 더 넓은 범위의 인장자극 및 frequency를 세포에 
가할 수 있는 계기를 마련할 수 있다. 향후 
연구에서는 기계적 자극에 예민하게 반응할 수 있는 
섬유세포를 선택하여 교원질 생성 반응을 
알아본다면 유의한 결과를 도출할 것으로 사료된다. 
세포의 골 형성 반응 또한, 없었는데 이에 대한 
이유는 첫 번째, 불충분한 인장 자극 및 frequency, 
짧은 자극 시간 등을 들 수 있다. 두 번째는, 유전자 
발현, 표현 형질 발현에 많은 시간을 필요로 하는 
골 형성 반응을 짧은 실험 기간을 고려할 때 부적절 
하였던 것으로 사료된다. 그러나 본 실험으로 세포 
독성이 없는 인장 자극 및 frequency자료를 
습득하였으므로 향후 실험 시간 연장, 기계적 
자극의 다양한 적용이 가능 할 것이다. 골 형성 
반응은 수일부터 시작하여 수주 일에 걸쳐 진행해야 
하기 때문에, 본 실험의 수일간의 기계적 
자극으로는 반응이 없었다. 기계적 자극에 대한 
생물학적 반응을 얻기 위해서는 21일 간 자극을 준 
보고도 있음으로 향후 연구에서는 오염 없이 2-3주 
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정도 장기간 기계적 자극을 주고 생물학적 반응을 
알아보아야 할 것이다.(18) 또한, 자극의 시간을 늘려 
골 분화와 섬유화의 분화를 유도하여 각각의 
표시인자를 통해 확인, 분석 할 것이며 기계적 자극 
또한 다양하게 가해줄 것이다. Isobe 등은 뼈조직 
성장인자 단백질중의 하나인 Bone morphogenic 
protein(BMP)을 지지체 내부에 함께 가해주어 
oseteoblasts세포의 원할한 성장과 빠른 조직재생을 
하였는데,(19) 본 연구에서도 생물학적 자극들인 BMP, 
Transforming growth factor(TGF)-β, Fibroblast Growth 
factor(FGF) 등의 유도물질들을 기계적 자극과 함께 
가해주어 그 효율성을 증대시킬 예정이다. 이와 
더불어 기계적 자극의 크기와 빈도에 대한 중간엽 
줄기세포의 세포분화율을 확인하고, 이를 이용하여 
중간엽 줄기세포의 분화 알고리즘을 수립한 후, 
CAE와 세포분화 알고리즘을 이용하여 기계적 
자극의 크기와 빈도에 따른 중간엽 줄기세포의 분화 
알고리즘을 해석, 정립할 것이다. 기계적 자극과 
중간엽 줄기세포의 근골격계 분화 및 성장 관계를 
정립하여 알고리즘 해석 및 검즘을 통해 조직공학적 
모의실험계를 정립함으로써 앞으로의 조직 재생 
연구에 있어 크게 기여 할 수 있을 것이라 생각한다.  
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